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Abstract of US20Q21 80065 

A method for examining a specimen (27) that 
exhibits at least two optical transition lines and is 
optically excitable at least with light of a first and 
light of a second wavelength is characterized by 
the step of illuminating the specimen (27) with 
illuminating light ( 15) that generates at least a 
multiple of the first wavelength and a multiple of 
the second wavelength; and by the step of 
detecting the detected light (29) proceeding from 
the specimen (27). Also disclosed is a scanning 
microscope system f 1 ) having at least one light 
source (3) that emits illuminating light (15) tor 
Rumination of a specimen (27), the specimen 
(27) exhibiting at least two optical transition lines 
and being optically excitable at least with light of 
a first and tight of a second wavelength, having at 
feast one detector (41, 43, 65; 77, 79) for 
detection of the detected light (29) proceeding 
from the specimen (27) and an objective (25) for 
focusing the Jlluminating light (1 5) onto a 
subregion of the specimen (27). the scanning 
microscope system is characterized in that the 
illuminating light (15) generates at least a multiple 
of the first wavelength and a multiple of the 
second wavelength. 
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(54) Verfahren zur Untersuchung einer Probe und Scanmikroskop 


(57) Ein Verfahren zur Untersuchung einer Probe 
(27), die mindestens zwei optische Ubergangslinien 
aufweist und mindestens mit Licht einer ersten und mit 
Licht einer zweiten Wellenlange optisch anregbar ist. ist 
gekennzeichnet durch den Schritt des Beleuchtens der 
Probe (27) mit Beleuchtungslicht (15), das mindestens 
ein Vielfaches der ersten Wellenlange und ein Vielfa- 
ches der zweiten Wellenlange aufweist und durch den 
Schritt des Detektierens des von der Probe (27) ausge- 
henden Detektionslichtes (29). Weiterhin ist ein Scan- 
mikroskop (1) mit mindestens einer Lichtquelle (3) die 
Beleuchtungslicht (15) zur Beleuchtung einer Probe 
(27) emittiert, wobei die Probe (27) mindestens zwei op- 
tische Ubergangslinien aufweist und mindestens mit 
Licht einer ersten und mit Licht einer zweiten Wellenlan- 
ge optisch anregbar ist, mit mindestens einem Detektor 
(41 , 43, 65, 77, 79) zur Detektion des von der Probe (27) 
ausgehenden Detektionslichtes (29) und einem Objek- 
tiv (25) zur Fokussierung des Beleuchtungslichtes (15) 
auf einen Teilbereich der Probe (27), offenbart. Das 
Scanmikroskop ist dadurch gekennzeichnet, dass das 
Beleuchtungslicht (15) mindestens ein Vielfaches der 
ersten Wellenlange und ein Vielfaches der zweiten Wel- 
lenlange aufweist. 
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Beschreibung 

[0001] Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Unter- 
suchung einer Probe, die mindestens zwei optische 
Ubergangslinien aufweist und mindestens mit Licht ei- 
ner ersten und mit Licht einer zweiten Wellenlange op- 
tisch anregbar ist. 

[0002] Weiterhin betrifft die Erfindung ein Scanmikro- 
skop mit mindestens einer Lichtquelle ; die Beleuch- 
tungslicht zur Beleuchtung einer Probe emittiert, wobei 
die Probe mindestens zwei optische Ubergangslinien 
aufweist und mindestens mit Licht einer ersten und mit 
Licht einer zweiten Wellenlange optisch anregbar ist, 
mit mindestens einem Detektor zur Detektion des von 
der Probe ausgehenden Detektionslichtes und einem 
Objektiv zur Fokussierung des Beleuchtungslichtes auf 
einen Teilbereich der Probe. 

[0003] Zur Untersuchung von biologischen Proben ist 
es seit langem ublich, die Probe mit optischen Markern, 
insbesondere mit Fluoreszenzfarbstoffen zu praparie- 
ren. Oft werden, beispielsweise im Bereich derGenun- 
tersuchungen, mehrere unterschiedliche Fluoreszenz- 
farbstoffe in die Probe eingebracht, die sich spezifisch 
an bestimmten Probenbestandteilen anlagern. Aus den 
Fluoreszenzeigenschaften der praparierten Probe kon- 
nen beispielsweise Ruckschlusse auf die Beschaffen- 
heit, die Zusammensetzung der Probe oder auf Konzen- 
trationen bestimmter Stoffe innerhalb der Probe gezo- 
gen werden. 

[0004] In der Scanmikroskopie wird eine Probe mit ei- 
nem Lichtstrahl beleuchtet, urn das von der Probe emit- 
tierte Detektionslicht, als Reflexions- oder Fluoreszenz- 
licht, zu beobachten. Der Fokus eines Beleuchtungs- 
lichtstrahles wird mit Hilfe einer steuerbaren Strahla- 
blenkeinrichtung, im Allgemeinen durch Verkippen 
zweier Spiegel, in einer Probenebenebewegt, wobei die 
Ablenkachsen meist senkrecht aufeinander stehen, so 
dass ein Spiegel in x-, der andere in y-Richtung ablenkt. 
Die Verkippung der Spiegel wird beispielsweise mit Hilfe 
von Galvanometer-Stellelementen bewerkstelligt. Die 
Leistung des vom Objekt kommenden Detektionslichtes 
wird in Abhangigkeitvon der Position des Abtaststrahles 
gemessen. Ublicherweise werden die Stellelemente mit 
Sensoren zur Ermittlung der aktuellen Spiegelstellung 
ausgeriistet. 

[0005] Speziell in der konfokalen Scanmikroskopie 
wird ein Objekt mit dem Fokus eines Lichtstrahles in drei 
Dimensionen abgetastet. 

[0006] Ein konfokales Rastermikroskop umfasst im 
Allgemeinen eine Lichtquelle, eine Fokussieroptik, mit 
der das Licht der Quelle auf eine Lochblende - die sog. 
Anregungsblende - fokussiert wird, einen Strahlteiler, ei- 
ne Strahlablenkeinrichtung zur Strahlsteuerung. eine 
Mikroskopoptik. eine Detektionsblende und die Detek- 
toren zum Nachweis des Detektions- bzw. Fluoreszenz- 
lichtes. Das Beleuchtungslicht wird uber einen Strahl- 
teiler eingekoppelt. Das vom Objekt kommende Fluo- 
reszenz- oder Reflexionslicht gelangt uber die Strahla- 


blenkeinrichtung zuruck zum Strahlteiler, passiert die- 
sen, urn anschlieBend auf die Detektionsblende fokus- 
siert zu werden, hinter der sich die Detektoren befinden. 
Diese Detektionsanordnung wird Descan-Anordnung 

5 genannt. Detektionslicht, das nicht direkt aus der Fokus- 
region stammt, nimmt einen anderen Lichtweg und pas- 
siert die Detektionsblende nicht, so dass man eine 
Punktinformation erhalt, die durch sequentielles Abta- 
sten des Objekts mit dem Fokus des Beleuchtungslicht- 

10 strahles zu einem dreidimensionalen Bild fuhrt. Meist 
wird ein dreidimensionales Bild durch schichtweise Bild- 
datennahme erzielt. Kommerzielle Scanmikroskope be- 
stehen meist aus einem Scanmodul, dass an das Stativ 
eines klassischen Lichtmikroskops angeflanscht wird, 

15 wobei das Scanmodul alle genannten zur Abrasterung 
einer Probe zusatzlich notigen Elemente beinhaltet. 
[0007] In der konfokalen Scanmikroskopie kann im 
Falle der Zweiphotonenanregung (oder Mehrphotonen- 
anregung) auf eine Detektionsblende verzichtet wer- 

20 den, da die Anregungswahrscheinlichkeit vom Quadrat 
der Photonendichte und damit vom Quadrat der Be- 
leuchtungslichtintensitat abhangt, die naturgemaB im 
Fokus viel hoher ist als in den Nachbarregionen. Das zu 
detektierende Fluoreszenzlicht stammt daher mit gro- 

25 Ger Wahrscheinlichkeit zum aller groBten Teil aus der 
Fokusregion, was eine weitere Differenzierung von 
Fluoreszenzphotonen aus dem Fokusbereich von Fluo- 
reszenzphotonen aus den Nachbarbereichen mit einer 
Blendenanordnung uberfliissig macht. 

30 [0008] Zur simultanen Beleuchtung mit Licht mehre- 
rer Wellenlangen werden meist mehrere Laser einge- 
setzt. Aus der EP 0 495 930: "Konfokales Mikroskopsy- 
stem furMehrfarbenfluoreszenz" ist eine Anordnung mit 
einem einzelnen mehrere Laserlinien emittierenden La- 

35 ser bekannt. In der Praxis werden hieriur in der Regel 
Mischgaslaser, insbesondere ArKr-Laser, eingesetzt. 
Zur Detektion sind in der Regel mehrere Detektoren fur 
Detektionslicht unterschiedlicher Wellenlangen vorge- 
sehen. Eine besonders flexible Anordnung zur simulta- 

40 nen Mehrfarb detektion von Detektionslicht mehrerer 
Wellenlangen ist in der deutschen Patentschrift DE 1 99 
02 625 "Vorrichtung zur gleichzeitigen Detektion meh- 
rerer Spektralbereiche eines Laserstrahls" offenbart. 
[0009] Viele Fluoreszenzfarbstoffe sind nur mit ultra- 

45 violettem Beleuchtungslicht anregbar. Die Verwendung 
von ultraviolettem Beleuchtungslicht hat insbesondere 
fur lebende Proben den Nachteil einer sehr viel starke- 
ren Probenschadigung. AuBerdem mussen alle opti- 
schen Bauteile fur ultraviolettes Licht und fur das Fluo- 

50 reszenzlicht, das auf Grund der Stokesshift eine hohere 
Wellenlange aufweist, transparent sein und diirfen 
durch die Beleuchtung mit ultraviolettem Licht nicht be- 
schadigt werden. Insbesondere bei verkitteten opti- 
schen Bauteilen, wie Linsengruppen in einem Mikrosko- 

55 pobjektiv, tritt durch Beleuchtung mit ultraviolettem Licht 
eine irreversible Schadigung des Kitts und der Linsen 
auf. Ein weiterer Nachteil der Beleuchtung mit ultravio- 
lettem Licht liegt in der geringeren Eindringtiefe in bio- 
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logische Proben begriindet. Die Nachteile lassen sich 
durch Zwei- oder Mehrphotonenanregung vermeiden. 
In der Mehrphotonen-Scanmikroskopie werden die 
Fluoreszenzphotonen detektiert, die auf einen Zwei- 
oder Mehrphotonenanregungsprozess zuruckzufuhren 
sind. Die Wahrscheinlichkeit eines Zwei-Photonenuber- 
ganges ist vom Quadrat der Anregungslichtleistung ab- 
hangig. Um hohe Lichtleistungen zu erzielen, ist es da- 
her zweckmaBig, das Beleuchtungslicht zu pulsen, um 
hohe Pulsspitzenleistungen zu erreichen. Diese Tech- 
nik ist bekannt und beispielsweise in der amerikani- 
schen Patenschrift US 5,034,613 "Two-photon laser 
microscopy" und in der deutschen Offen leg ungssch rift 
DE 44 14 940 offenbart. Ein weiterer Vorteil der Mehr- 
photonenanregung insbesondere in der konfokalen 
Scanmikroskopie liegt im verbesserten Bleichverhalten; 
da die Probe nur im Bereich ausreichender Leistungs- 
dichte, also im Fokus eines Beleuchtungslichtstrahles, 
ausbleicht. AuBerhalb dieses Bereichs findet im Gegen- 
satz zur Ein-Photonen-Anregung nahezu kein Bleichen 
statt. 

[0010] Alle bekannten Verfahren und Anordnungen 
zur Untersuchung einer Probe auf der Basis der Mehr- 
photonenanregung, beschranken sich auf die Anregung 
eines einzigen Fluoreszenzfarbstoffes. Fur viele An- 
wendungen ist es unverzichtbar, die Probe mit unter- 
schiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen oder anderen 
Markern spezifisch zu markieren, um durch gleichzeiti- 
ge Anregung aller Fluoreszenzfarbstoffe und Mehrfarb- 
detektion Informationen uber die raumliche Struktur 
oder die Zusammensetzung der Probe zu erhalten. Die 
gleichzeitige Anregung mehrerer UV-Fluoreszenzfarb- 
stoffe ist derzeit nur mit Ein-Photonen-Anregung mog- 
lich, so dass die negativen Auswirkungen des Einstrah- 
lens von ultraviolettem Licht voll zum Tragen kommen. 
[001 1] Der Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrun- 
de, ein Verfahren vorzuschlagen, das eine simultane 
Mehrfarbdetektion bei verbessertem Bleichverhalten, 
insbesondere bei im ultravioletten Spektralbereich an- 
regbaren Proben, ermoglicht. 

[0012] Obige Aufgabe wird durch ein Verfahren ge- 
lost, das gekennzeichnet ist durch folgende Schritte: 

• Beleuchten der Probe (27) mit Beleuchtungslicht 
(15), das Anteile beinhaltet, die ein Vielfaches der 
ersten Wellenlange aufweisen, und das andere An- 
teile beinhaltet, die ein Vielfaches der zweiten Wel- 
lenlange aufweisen, und 

• Detektieren des von der Probe (27) ausgehenden 
Detektionslichtes (29). 

[0013] Es ist weiterhin Aufgabe der Erfindung ein 
Scanmikroskop anzugeben, das eine simultane Mehr- 
farbdetektion bei verbessertem Bleichverhalten, insbe- 
sondere bei im ultravioletten Spektralbereich anregba- 
ren Proben ermoglicht. 

[001 4] Diese Aufgabe wird durch ein Scanmikroskop 


gelost, das dadurch gekennzeichnet ist, dass das Be- 
leuchtungslicht (15) Anteile beinhaltet, die ein Vielfa- 
ches der ersten Wellenlange aufweisen, und dass das 
Beleuchtungslicht (15) andere Anteile beinhaltet, die ein 

5 Vielfaches der zweiten Wellenlange aufweisen. 

[0015] Die Erfindung hat den Vorteil, dass mit ver- 
schiedenen Fluoreszenzfarbstoffen markierte Proben 
bei simultaner Anregung und bei wesentlich verbesser- 
tem Bleichverhalten untersuchbar sind. 

10 [0016] In einem weiteren Verfahrensschritt erfolgtdas 
Fokussieren des Beleuchtungslichts auf einen Teilbe- 
reich der Probe, wodurch eine hohere Leistungsdichte 
und damit eine hohere Wahrscheinlichkeit fur die Mehr- 
photonenanregung entsteht. In einem weiteren Schritt 

15 wird die Probe durch sukzessives Fuhren des Beleuch- 
tungslichtes uber mehrere Teilbereiche abgerastert. 
Zum Fuhren des Beleuchtungslichtes dient vorzugswei- 
se eine Strahlablenkeinrichtung mit drehbar gelagerten 
Spiegeln, die von Galvanometern angetrieben werden. 

20 [0017] Ganz besonders vorteilhaft ist eine Ausfuh- 
rungsvariante, bei der das Detektieren des von der Pro- 
be ausgehenden Lichtes konfokal erfolgt. Hierzu ist eine 
Detektionsblende den Detektoren vorgeordnet, die nur 
Licht, das aus dem beleuchteten Teilbereich stammt, 

25 passieren lasst. Eine andere Ausfuhrungsform arbeitet 
in der sog. Non-Descan-Detektion ohne Detektions- 
blende. Da die Anregungswahrscheinlichkeit beispiels- 
weise einer Zwei-Photonenanregung vom Quadrat der 
Photonendichte und damit vom Quadrat der Beleuch- 

30 tungslichtintensitat abhangt. die naturgemaG im Fokus 
viel hoher ist als in den Nachbarregionen, stammt das 
am Detektor eintreffende Licht mit groGer Wahrschein- 
lichkeit zum aller groGten Teil aus der Fokusregion, was 
eine weitere Differenzierung von Fluoreszenzphotonen 

35 aus dem Fokusbereich von Fluoreszenzphotonen aus 
den Nachbarbereichen mit Hilfe einer Detektionsblende 
entbehrlich macht. 

[0018] Zum Detektieren sind in einer Ausgestaltung 
dichroitische Filter vorgesehen, die das von der Probe 

40 ausgehende Detektions licht, das mehrere Wellenlan- 
gen beinhaltet, entsprechend der Wellenlange bzw. ent- 
sprechend einzelner Wellenlangenbereiche mehreren 
Detektoren zuordnet. Die Detektoren konnen beispiels- 
weise Photomultiplier, Halbleiterdetektoren, wie Photo- 

45 dioden oder Avalanche-Photodioden, sein. Sie wandeln 
das Detektionslicht in ein Detektionssignal, dessen Am- 
plitude von der Leistung des Detektionslichtes abhangt, 
vorzugsweise zu diesem proportional ist, um. In einer 
ganz besonders bevorzugten Ausgestaltung ist der De- 

50 tektor ein Multibanddetektor. 

[0019] Beim Abrastern der Probe werden die Detek- 
tionssignale der Position der abgerasterten Teilbereiche 
zugeordnet., um die Detektionssignale auf einem Dis- 
play zu einem zwei- oder dreidimensionalen Bild ange- 

55 ordnet darzustellen. 

[0020] In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungs- 
form ist das Beleuchtungslicht gepulst. Die Lichtquelle 
beinhaltet hierzu mindestens zwei Pulslaser, die Lich- 
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timpulszuge, die ein Vielfaches der ersten und ein Viel- 
faches der zweiten Wellenlange aufweisen emittieren, 
wobei die Lichtimpulszuge mit einem dichroitischen 
Strahlteiler zu einem Beleuchtungslichtstrahl zusam- 
mengefuhrt sind. Die Pulslaser sind vorzugsweise der- 
art ausgefuhrt, dass die Lichtimpulse kurzer als 1 ps 
sind. 

[0021] In eineranderen Ausfuhrungsvariantebeinhal- 
tet die Lichtquelle nur einen Pulslaser, der Licht der er- 
forderlichen Wellenlangen simultan emittiert. 
[0022] In einer ganz besonders bevorzugten Ausfuh- 
rung beinhaltet die Lichtquelle einen Pulslaser und ei- 
nen diesem nachgeordneten Strahlteiler, der das emit- 
tierte Licht zu einem ersten und einem zweiten Teilstrahl 
aufteilt. In einem der Strahlengange der Teilstrahlen ist 
ein wellenlangenveranderndes Mittel, wie beispielswei- 
se ein Optisch-Parametrischer-Oszillator oder ein Kri- 
stall zur Frequenzvervielfachung angeordnet. 
[0023] Besonders vorteilhaft ist weiterhin eine Aus- 
fuhrungsvariante, bei der die Lichtquelle ein mikrostruk- 
turiertes optisches Element umfasst, auf das das Licht 
eines Lasers fokussiert ist, wobei in dem mikrostruktu- 
rierten optischen Element eine Umwandlung in Licht an- 
derer Wellenlangen, vorzugsweise in ein breites Wel- 
lenlangenspektrum, stattfindet. 

[0024] Das mikrostrukturierte optische Element ist in 
einer bevorzugten Ausgestaltung des Scanmikroskops 
aus einer Vielzahl von mikrooptischen Strukturelemen- 
ten aufgebaut, die zumindest zwei unterschiedliche op- 
tische Dichten aufweisen. Ganz besonders bevorzugt 
ist eine Ausgestaltung, bei der das optische Element ei- 
nen ersten Bereich und einen zweiten Bereich beinhal- 
tet, wobei der erste Bereich eine homogene Struktur 
aufweist und in dem zweiten Bereich eine mikroskopi- 
sche Struktur aus mikrooptischen Strukturelementen 
gebildet ist. Von Vorteil ist es auBerdem. wenn der erste 
Bereich den zweiten Bereich umschlief3t. Die mikroop- 
tischen Strukturelemente sind vorzugsweise Kanulen, 
Stege, Waben, Rohren oder Hohlraume. 
[0025] Das mikrostrukturierte optische Element be- 
steht in einer anderen Ausgestaltung aus nebeneinan- 
der angeordnetem Glas- oder Kunststoff material und 
Hohlraumen. Besonders zu bevorzugen ist die Ausfuh- 
rungsvariante, bei der das mikrostrukturierte optische 
Element aus Photonic-Band-Gap-Material besteht und 
als Lichtleitfaser ausgestaltet ist. Vorzugsweise ist zwi- 
schen dem Laser und der Lichtleitfaser eine optische 
Diode vorgesehen, die Ruckreflexionen des Lichtstrah- 
les die von den Enden der Lichtleitfaser herruhren, un- 
terdmckt. 

[0026] Eine ganz besonders bevorzugte und einfach 
zu realisierende Ausfuhrungsvariante beinhaltet als mi- 
krostrukturiertes optisches Element eine herkommliche 
Lichtleitfaser mit einem Faserkerndurchmesser von ca. 
9 [irr\, die zumindest entlang eines Teilstiicks eine Ver- 
jiingung aufweist. Lichtleitfasern dieser Art sind als sog. 
"tapered fibers" bekannt. Vorzugsweise ist die Lichtleit- 
faser insgesamt 1 m lang und weist eine Verjiingung auf 


einer Lange von 30 mm bis 90 mm auf. Der Durchmes- 
ser der gesamten Faser betragt in einer bevorzugten 
Ausgestaltung im Bereich der Verjiingung ca. 2 jim. 
[0027] In einer weiteren Ausfuhrungsformsind zumin- 

5 dest einige der Photonen des Beleuchtungslichtes ver- 
schrankt. In der Patentschrift US 5,796,477 ist ein Ver- 
sch ran kte- Photon en -Mikroskop offenbart, das die Vor- 
teile der Mehrphotonenanregung aufweist, das jedoch 
extrem hohe Anregungslichtleistungen und die damit 

10 verbundenen Nachteile vermeidet. Anstelle von unab- 
hangig voneinander entstandenen Photonen, werden 
verschrankte Photonen zur Anregung der Probe ver- 
wendet. Die Photonen befinden sich in einem sog. 
quantenmechanisch verschrankten Zustand. Die Wahr- 

15 scheinlichkeit der Anregung eines Fluorophors in der 
Probe ist bei der Beleuchtung mit verschrankten Photo- 
nen linearvon der Anregungslichtleistung und nicht, wie 
bei der bekannten Zweiphotonenanregung, vom Qua- 
drat der Anregungslichtleistung abhangig; denn im Fo- 

20 kus passen bei geeigneten Randbedingungen ver- 
schrankte Photonen hinsichtlich Zeit und Ort prinzipiell 
immer zueinander. 

[0028] In der Zeichnung ist der Erfindungsgegen- 
stand schematisch dargestellt und wird anhand der Fi- 
25 guren nachfolgend beschrieben, wobei gleich wirkende 
Elemente mit denselben Bezugszeichen versehen sind. 
Dabei zeigen: 

Fig. 1 ein erfindungsgemaGes Scanmikroskop, 

30 

Fig. 2 ein weiteres erfindungsgemaGes Scanmikro- 
skop, 

Fig. 3 ein weiteres erfindungsgemaGes Scanmikro- 
35 skop mit einem Multibanddetektor, 

Fig. 4 ein weiteres erfindungsgemaGes Scanmikro- 
skop mit einem Multibanddetektor und 

40 Fig. 5 eine Lichtquelle fur ein erfindungsgemaGes 
Scanmikroskop. 

[0029] Fig. 1 zeigt schematisch ein erfindungsgema- 
Ges Scanmikroskop 1 mit einer Lichtquelle 3 ; die einen 

45 ersten und einen zweiten Laser 5, 7, die als modenver- 
koppelte Titan-Saphir-Laser ausgefuhrt sind, beinhal- 
tet. Das von dem ersten Laser 5 emittierte Licht 9, das 
eine Wellenlange von 780 nm auf weist, und das von 
dem zweiten Laser 7 emittierte Licht 1 1 , das eine Wel- 

50 lenlange von 960 nm aufweist, wird mit einem dichroiti- 
schen Strahlteiler 13 zu dem Beleuchtungslicht 15 ver- 
einigt. Das zu einem Strahl geformte Beleuchtungslicht 
15 gelangt zu einer Strahlablenkeinrichtung 17, die ei- 
nen kardanisch aufgehangten Spiegel 19 beinhaltet. 

55 Durch die Scanoptik 21 . die Tubusoptik 23 und das Ob- 
jektiv 25, wird das zu einem Strahl geformte Beleuch- 
tungslicht 1 5 uber bzw. durch die Probe 27, die zwei bei 
390 nm bzw. bei 480 nm optisch anregbare Fluores- 
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zenzfarbstoffe beinhaltet, gefuhrt. Das von der Probe 27 
ausgehendeDetektionslicht29wird von einem Konden- 
sor 31 kollimiert und von einem Spiegel 33 zu einem 
dichroitischen Strahlteiler 35 reflektiert, der das Detek- 
tionslicht raumlich spektral in zwei Teildetektionslicht- 
strahlen 37, 39 aufteilt, die von zwei Detektoren 41 , 43, 
die beide als Photomultiplier ausgefuhrt sind detektiert 
werden undjeweils in ein in der Amplitude zur Leistung 
der Teildetektionslichtstrahlen 37, 39 proportionales 
elektrisches Signal umgewandelt werden. 
[0030] Fig. 2 zeigt ein erfindungsgemaBes Scanmi- 
kroskop 1 , das ebenso, wie das in Fig. 1 gezeigte Scan- 
mikroskop in Non-Descan-Detektion arbeitet. Die Licht- 
quelle 3 dieser Ausfuhrung beinhaltet einen Laser 45, 
der als modenverkoppelte Titan-Saphir-Laser ausge- 
fuhrt ist. Das Licht 47 des Lasers 45 wird mit einem 
Strahlteiler 49 in einen ersten und zweiten Teillichtstrahl 
51 und 53 aufgespalten. Der Teillichtstrahl 53 gelangt 
zu einem Optisch-Parametrischen-Oszillator 55. Der 
vom Optisch-Parametrischen-Oszillator 55 ausgehen- 
de Teillichtstrahl 57 wird zu einem dichroitischen Strahl- 
vereiniger 59 gefuhrt, urn dort mit dem ersten Teillicht- 
strahl 51 , deruberdie Spiegel 61 und 63 gefuhrt ist, zum 
Beleuchtungslicht 15 vereinigtzu werden. 
[0031] Fig. 3 zeigt ein erfindungsgemaBes Scanmi- 
kroskop 1 , das ebenso, wie das in Fig. 1 gezeigte Scan- 
mikroskop in Non-Descan-Detektion arbeitet. Zur De- 
tektion ist ein Multibanddetektor 65 vorgesehen. Das 
Detektionslicht 29 wird mit einem Prisma 67 raumlich 
spektral aufgespalten. Eine weitere Moglichkeit der 
spektralen Aufspaltung ist die Verwendung eines Refle- 
xions-, oder Transmissionsgitters. Der spektral aufge- 
spaltene Lichtfacher 69 wird mit der Fokussieroptik 71 
fokussiert und trifft anschlieBend auf eine Spiegelblen- 
denanordnung 73, 75. Die Spiegelblendenanordnung 
73, 75, die Mittel zurspektralen, raumlichen Aufspaltung 
(Prisma 67), die Fokussieroptik 71 und die Detektoren 
77 und 79 werden zusammen als Multibanddetektor 65 
bezeichnet. Ein Teil des aufgespaltenen Lichtfachers 69 
des Detektionslichtes 29, demur Licht eines vorgewahl- 
ten Spektralbereichs umfasst, passiert die Spiegelblen- 
denanordnung und wird von dem Detektor 77, der als 
Photomultiplier ausgefuhrt ist detektiert. Ein andererTeil 
des aufgespaltenen Lichtfachers 69 wird an der Spie- 
gelblendenanordnung 75 reflektiert und gelangt zu De- 
tektor 79, der ebenfalls als Photomultiplier ausgefuhrt 
ist. Die Spiegelblendenanordnungen sind, in den durch 
die Doppelpfeile illustrierten Richtungen verschiebbar, 
so dass die spektralen Detektionsbereiche des den De- 
tektoren 77, 79 zugefuhrten Lichtes kontinuierlich ein- 
stellbarsind. Es ist moglich , jedoch der Ubersichtlichkeit 
halber nicht dargestellt, noch weitere Detektoren einzu- 
bauen und weiteren Spiegelblenden zuzuordnen. In den 
Detektoren 77, 79 werden elektrische. zur Leistung des 
von der Probe 27 ausgehenden Detektionslichtes 29 
des jeweiligen Spektralbereichs proportionale Detekti- 
onssignale erzeugt, die in einer nicht gezeigten Steue- 
rund Verarbeitungseinheit den in der Strahlablenkein- 


richtung mit Hilfe eines Positionssensors erfassten Po- 
sitionssignalen zugeordnet werden. AnschlieBend wer- 
den sie mit einem PC zu einem Abbild zusammenge- 
setzt. Dieser Vorgang ist dem Fachmann gelaufig und 

5 der Ubersichtlichkeit wegen nicht dargestellt. Wegge- 
lassen sind wegen der besseren Anschaulichkeit auBer- 
dem einige optische Elemente zur Fiihrung und For- 
mung der Lichtstrahlen. Diese sind einem auf diesem 
Gebiet tatigen Fachmann hinlanglich bekannt. 

10 [0032] Fig. 4 zeigt ein erfindungsgemaBes Scanmi- 
kroskop 1 mit Descan-Detektion. Das Beleuchtungslicht 
15 der Lichtquelle 3 wird von einem dichroitischen 
Strahlteiler 81 zur Strahlablenkeinrichtung 17 reflektiert 
und von dieser durch die Scanoptik 21 , die Tubusoptik 

15 23 und das Objektiv 25 hindurch uber bzw. durch die 
Probe 27 gefuhrt. Das von der Probe 27 ausgehende 
Detektionslicht 29 gelangt auf demselben Lichtweg liber 
die Strahlablenkeinrichtung 17 zuriick zum dichroiti- 
schen Strahlteiler 81 . passiert diesen und die der Uber- 

20 sichtlichkeit wegen nicht gezeigte Detektionsblende 
und trifft anschlieBend auf den Multibanddetektor 65. 
[0033] Fig. 5 zeigt eine Lichtquelle 3 fur ein erfin- 
dungsgemaBes Scanmikroskop 1, die einen Laser 45 
beinhaltet, der als diodenlasergepumpter, modenge- 

25 koppelter Titan:Saphir-Laser ausgefuhrt ist und der ei- 
nen gepulsten Lichtstrahl 83, der gestrichelt gezeichnet 
ist, emittiert. Die Dauerder Lichtimpulsebetragtca. 100 
fs bei einer Repetitionsrate von ca. 80 MHz. Der Licht- 
strahl 83 wird mit der Fokussieroptik 85, die als Zoom- 
so optik ausgestaltet und entlang der Fortpflanzungsrich- 
tung des Lichtstrahles verschiebbar angeordnet ist, auf 
ein mikrostrukturiertes optisches Element 87, das aus 
einer Lichtleitfaser 89 aus Photonic-Band-Gap-Material 
besteht, fokussiert. In dem mikrostrukturierten opti- 

35 schen Element 87 wird das Licht des Lasers spektral 
verbreitert. Aus dem Spektrum des spektral verbreiter- 
ten Lichts 91 , das Wellenlangen von ca. 300 nm bis 
1600 nm aufweist, wird mit einem Bandfilter 93 Licht 
zweierzurerfindungsgemaBen Beleuchtung geeigneter 

40 Wellenlangen herausgefiltert, das das Beleuchtungs- 
licht 15 bildet. 

[0034] Die Erfindung wurde in Bezug auf eine beson- 
dere Ausfuhrungsform beschrieben. Es ist jedoch 
selbstverstandlich, dass Anderungen und Abwandlun- 
45 gen durchgefuhrt werden konnen, ohne dabei den 
Schutzbereich der nachstehenden Anspruche zu ver- 
lassen. 
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dere Anteile beinhaltet, die ein Vielfaches der zwei- 
ten Wellenlange aufweisen. 

10. Scanmikroskop (1) nach Anspruch 9, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die Lichtquelle (3) mindestens 5 
einen Laser (5, 7, 45) beinhaltet, der repetierend 
Lichtimpulse emittiert. 

1 1 . Scanmikroskop (1 ) nach Anspruch 1 0, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die Lichtimpulse zeitlich kur- 10 
zer als 1 ps sind. 

12. Scanmikroskop (1) nach einem der Anspruche9 bis 
1 1 , dadurch gekennzeichnet, dass die Lichtquelle 

(3) ein mikrostrukturiertes optisches Element (87) is 
beinhaltet. 

1 3. Scanmikroskop (1 ) nach Anspruch 1 2, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass das mikrostrukturierte opti- 
sche Element aus Photonic-Band-Gap-Material be- 20 
steht. 

1 4. Scanmikroskop (1 ) nach Anspruch 1 2, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass das mikrostrukturierte opti- 
sche Element als Lichtleitfaser (89) ausgestaltet ist. 25 

15. Scanmikroskop (1) nach Anspruch 9, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die Lichtquelle einen Optisch- 
Parametrischen-Oszillator (55) beinhaltet. 
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